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of EHD2  in mice  led  to  increased  fat  accumulation. This organismic phenotype was paralleled  at  the 29 
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tension  (2,  3),  in mediating  lipid metabolism  (4),  or  in  acting  as  distinct  sites  for  specific  and  highly 42 
regulated  signaling  cascades  such  as  the  endothelial  nitric  oxide  synthase  (eNOS)‐nitric  oxide  (NO) 43 
pathway  (5). The characteristically shaped caveolar bulb has a  typical diameter of 50  ‐ 100 nm and  is 44 
connected to the cell surface via a narrow neck region. The  integral membrane protein Caveolin (with 45 
three  isoforms  in human, Cav1‐3) and  the peripheral membrane protein Cavin  (with  four  isoforms  in 46 
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fashion  into  ring‐like oligomers  in vitro and  induces  the  formation of  tubular  liposomes with an  inner 73 
diameter of 20 nm, corresponding to the diameter of the caveolar neck (24). Whether EHD2 also controls 74 
caveolar membrane  dynamics  in  vivo  and what  the  physiological  consequences  of  EHD2  loss  at  the 75 
organismic level are, is unknown. 76 
In this study, we found that EHD2 KO mice display enlarged lipid accumulation in white and brown 77 
adipose  tissue,  and  increased  lipid  droplets  (LDs)  in  caveolae‐harboring  cell  types  like  adipocytes  or 78 
fibroblasts.  In  adipose  tissue  lacking  EHD2,  caveolae  were  frequently  detached  from  the  plasma 79 
membrane and displayed elevated mobility. Furthermore,  in  two obesity mouse models, as well as  in 80 
white adipose tissue of obese patients, reduced EHD2 expression and an increased number of detached 81 
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To  examine  the  physiological  function  of  EHD2,  a  mouse  strain  with  LoxP  recognition  sites 89 
surrounding exon 3 and intron 3 of the Ehd2 gene was engineered (Fig. 1A). Exon 3 encodes part of the 90 













EHD2 del/del mice were born  in normal Mendelian  ratios, were  fertile and did not  show any 104 
obvious phenotype upon initial inspection. In contrast to the reported loss of white fat mass in Cav1 and 105 
Cavin1  KO  mouse  models  (4,  16,  17),  one  year‐old  EHD2  del/del  male  mice  were  not  apparently 106 
lipodystrophic and did not display any detectable weight difference when compared to EHD2 del/+ mice 107 
(Fig. 1E). However, analysis of the  lipid composition  in WAT  indicated an  increased amount of storage 108 
lipids (mainly triacylglycerol) in EHD2 del/del mice compared to EHD2 del/+ (Fig. 1F). This suggested that 109 
these mice suffered from a more subtle phenotype.  Indeed, several of the EHD2 del/del mice showed 110 
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lipid accumulation  (Fig. S2) were  found  in EHD2 del/+ and C57BL6/N male mice and  to reduce animal 119 
numbers, the following experiments were carried out with EHD2 del/+ as control group to EHD2 del/del 120 
male mice.  121 
Based  on  the  increased  lipid  accumulation  in  EHD2‐lacking  adipocyte  tissue,  we  further 122 
investigated  if adipocyte differentiation  is altered  in EHD2 del/del WAT. However, adipogenic marker 123 
genes  like PPARγ, Retn or Serpina3k displayed no  significant expression change  in EHD2 del/del WAT 124 
compared  to  EHD2  del/+  WAT  (Fig.  S2D).  The  weight  adaptation  of  both  genotypes  suggested  the 125 
occurrence of compensatory mechanisms. First, we looked for changes of adiponectin, leptin and insulin 126 
plasma levels but did not detect any significant difference in mice lacking EHD2 compared to EHD2 del/+ 127 
mice  (Fig.  S3).  Free  fatty  acid  concentration  in  blood  plasma  was  slightly  reduced  in  EHD2  del/del 128 
suggesting a possible increase in fatty acid uptake (Fig. S3). Furthermore, we observed a down‐regulation 129 
of genes involved in de novo lipogenesis in isolated WAT obtained EHD2 del/del vs. EHD2 del/+ mice or in 130 
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To characterize the mechanisms of  increased  lipid accumulation  in EHD2 del/del fat cells,  lipid 136 
metabolism was investigated in cultured adipocytes. Primary pre‐adipocytes were isolated from WAT of 137 






mediated  via  putative  organ  cross‐talk.  We  therefore  repeated  the  experiments  with  cultivated 144 
adipocytes derived  from  EHD2  cKO  flox/flox mice,  in which EHD2 expression was down‐regulated by 145 





during adipocyte differentiation resulted  in complete  loss of LD  in both genotypes  (Fig. S4A), whereas 151 
glucose‐depletion  led  to a general  impairment of adipocyte differentiation.  Importantly, enlarged LDs 152 
were still observed in KO adipocytes even under conditions of glucose depletion (Fig. S4A). These data led 153 
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involvement of EHD2  in  the autophagic engulfment of  LDs  (lipophagy) was  suggested  (34). However, 165 
inducing starvation by incubation of differentiated adipocytes with Hank’s balanced salt solution (HBSS) 166 
revealed no differences  in the release of stored  lipids  in EHD2 del/+ and EHD2 del/del adipocytes, and 167 
both genotypes displayed similar reductions in lipid accumulation (Fig. S5A). These data indicate that loss 168 







in  EHD2  del/+  BAT  were  mostly  membrane‐bound  and  displayed  the  characteristic  flask‐shaped 176 
morphology  (Fig.  3A, white  arrows,  ratio detached/membrane  bound  caveolae  =  0.27).  Strikingly,  an 177 
increased number of caveolae appeared detached from the plasma membrane in BAT isolated from EHD2 178 
del/del mice compared to EHD2 del/+ controls, as judged from the complete closure of the lipid bilayer in 179 
the  plasma membrane  and  the  caveolae  (Fig.  3A,  B,  black  arrows,  ratio  detached/membrane  bound 180 
caveolae = 1.75). The total number of caveolae, as well as the caveolar diameter and size, were unchanged 181 
in brown adipocytes lacking EHD2.  182 
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differentiation,  as  illustrated  by  Oil  red  O  staining  (Fig.  S7A)  and  BODIPY  staining  (Fig.  S7B,  C). 215 
Furthermore, both  storage and membrane  lipids were  increased  in MEFs  lacking EHD2  (Fig. S7D). Re‐216 
expression of an EGFP‐tagged EHD2 version  in  in EHD2 +/+ and del/del MEFs rescued the observed LD 217 
phenotype, even  reducing  the  size of  LDs  compared  to EGFP expressing  cells  (Fig. 5A, B). These data 218 
indicate a general and cell autonomous  role of EHD2  in  the control of LD growth and size  that  is not 219 
restricted to fat cells.  220 
To  identify  the  functional  regions within EHD2  that are  crucial  for  regulating  lipid uptake, we 221 
transfected EHD2 del/del MEFs with  various EGFP‐tagged EHD2 deletion  constructs. EHD2  constructs 222 
lacking the N‐terminus, the EH‐domain or both, rescued EHD2 loss, resulting in smaller LDs (Fig. 5C, S7E). 223 




lacking EHD2 were  treated with Cav1  siRNA  to eliminate caveolae. LD  size  in EHD2 del/del MEFs was 228 
significantly decreased following depletion of Cav1 (Fig. 5D, E), indicating that the effects of EHD2 on LD 229 
size require and likely are mediated by caveolae. 230 
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It was previously reported  that dynamin  is  located on caveolae  (35). Consistent with a role of 231 
dynamin  in caveolae  function, overexpression of a dynamin 2 dominant negative mutant  (pGFP‐Dyn2‐232 
K44A, Fig. 5F, G) completely abolished the size increase of LDs in EHD2 del/del MEFs, suggesting a role for 233 
dynamin in fatty acid uptake via caveolae.  234 





a control  siRNA  treated  cells  (Fig. 5H). Hence,  the observed enlargement of  LDs  in cells  lacking EHD2 240 
depends  on  CD36.  These  converging  lines  of  evidence  suggest  that  caveolae  dynamics  is  key  to  the 241 









proportion of detached caveolae were  found  in  the obesity mouse model  (ratio detached/membrane 251 
bound caveolae = 1.4 vs. 0.35 in C57BL6/N mice fed with standard diet, Fig. 6B, C). In addition, we analyzed 252 
EHD2 expression in visceral and subcutaneous WAT from patients ranking in their body mass index (BMI) 253 
from normal  to morbid obesity  (BMI<25 – BMI >40, Fig. 6D, E).  In both depots, EHD2 expression was 254 
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oleate  uptake  after  expression  of  a  dominant‐negative  Cav1  mutant.  The  EHD2  KO  mouse  model, 272 
described here, revealed the opposite phenotype, e.g. a caveolae gain‐of‐function in vivo model. In EHD2 273 
KO mice, caveolae were more often detached from the plasma membrane and showed a higher mobility 274 
and faster  lipid uptake, resulting  in enlarged LDs. Unlike  in Cav1 over‐expressing mice (19), which also 275 
show  increased  fatty  acid uptake,  the number of  caveolae was not  increased  in  EHD2 KO mice.  This 276 
supports a model in which not only caveolae number, but also caveolar dynamics play a crucial role in this 277 
process (Fig. 6F). Furthermore, such idea is in line with our structural findings that EHD2 can form ring‐278 
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acid uptake depends on  caveolar dynamics, detachment  and most  likely  caveolae endocytosis  and  is 285 






adipocyte derived  secretory  factors,  such as  leptin  (Fig.  S3).  Furthermore,  increased  lipid uptake was 292 
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long‐term  high  fat  diet  were  significantly  reduced.  Thus,  expression  of  EHD2  appears  to  negatively 305 
correlate with adipocyte size, therefore reflecting the situation in the EHD2 KO mouse (see also (46)). We 306 
speculate that an imbalance in number, life‐time and mobility of caveolae may accompany and possibly 307 









lox  P  sequences  flanking  exon  3  of  EHD2  genomic  DNA  by  homologous  recombination  in  E.coli  as 317 
previously  described  (47)  including  a  pGK  Neomycin  and  a  diphtheria  toxin  A  (DTA)  cassette. 318 






Obesity  Mouse  Models.  Male  NZO/HIBomDife  (German  Institute  of  Human  Nutrition,  Nuthetal, 325 
Germany), C57BL/6J  (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany) and B6.V‐Lepob/ob/JBomTac  (B6‐326 
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Electron  tomography  (ET).  To  obtain  electron  tomograms  250  nm  slices  of  EHD2  del/del  BAT were 349 
prepared of samples embedded in resin and treated as described for TEM. The samples were tilted from 350 
60  to  ‐60°  in 2°  steps and examined at 120 kV with a FEI Talos electron microscope. FEI  tomography 351 
software was used  for acquisition of  tomograms, detailed analysis and  reconstruction was done with 352 
Inspect3D, Amira (both obtained from FEI) and IMOD (University of Colorado, USA).   353 
Fatty  acid  uptake  assay.  EHD2  del/+  and  EHD2  del/del  pre‐adipocytes were  seeded  in  6‐well  plates 354 
(100.000 cells/well) and differentiated  in mature adipocytes as described above. The fatty acid uptake 355 
assay was performed as described elsewhere (51). Briefly, differentiated adipocytes were starved for 1 h 356 
with  serum‐free DMEM. Next, 2 µM dodecanoic acid  (FA12)  labelled with BODIPY  (Molecular probes 357 
#D3822) diluted in serum‐free DMEM + 10 µg/ml insulin was added to the adipocytes and incubated for 358 
5‐60 min at 37°C followed by FACS. Glucose uptake was measured with 200 µM 2‐NBDG (2‐deoxy‐2‐[(7‐359 
nitro‐2,1,3‐benzoxadiazol‐4‐yl)amino]‐D‐glucose,  molecular  probes  #N13195)  diluted  in  serum‐free 360 
DMEM + 10 µg/ml insulin.  361 
 362 
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the animal application, Vivian Schulz and Carola Bernert  for helping with  the genotyping of  the mice, 365 
Claudio  Shah  for  purifying  the  EHD2  antiserum,  and  the  advanced  light  imaging  facility  at MDC  for 366 







EM  images, S.K. and C.M. performed and analyzed ET.  I.L. generated  the EHD2 KO mouse model and 374 
performed  in  situ hybridization. W.J. analyzed blood plasma markers and EHD2 expression  in obesity 375 
mouse models. M.L. helped during TIRF imaging and discussed experiments, A.M. isolated primary MEF 376 
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membrane  (G,  green)  and  the  detached  caveolae  (violet). Detachment  of  caveolae was  observed  by 548 
changing the viewing angle (white arrow indicates the direction). Closer inspection of cell membrane and 549 
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and afterwards  treated  for 6 h with oleic acid and Nile Red staining was performed  to determine LDs 564 
(pEGFP: n(+/+) = 309/3, n(del/del) = 310/3; pEHD2‐EGFP: n(+/+) = 218/4, n(del/del) = 184/4). 565 
C EHD2 constructs were transfected in EHD2 del/del MEFs and after 48h treated with oleic acid and Nile 566 
Red  staining  was  performed  to  determine  LDs  (n(pEGFP)  =  275/3;  n(pEHD2‐deltaN‐EGFP)  =  193/3; 567 
n(pEHD2‐deltaEH‐EGFP)  =  197/3;  n(pEHD2‐deltaN‐EH‐EGFP)  =  196/3;  n(pEHD2‐F322A‐EGFP)  =  204/3; 568 
n(pEHD2‐F122A‐EGFP) = 212/3). 569 
D‐E  EHD2  del/del MEFs were  treated with  Cav1  siRNA  and  lipid  droplets were  stained with  BODIPY 570 
(negative control: n(+/+) = 504/3, n(del/del) = 530/3; Cav1 siRNA: n(+/+) = 521/3, n(del/del) = 558/3); Clth 571 
HC ‐ clathrin heavy chain. 572 
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Mouse  embryonic  fibroblast  isolation  and  immortalization. All  animals were handled  accordingly  to 603 
governmental animal welfare guidelines.	MEFs were obtained from E14.5 EHD2 +/+ or del/del embryos. 604 















with  culture  medium  (DMEM/10%FBS/5%  penicillin/streptomycin),  SVF  was  obtained  after  5  min 620 
centrifugation at 1,000 rpm. After complete tissue break up the adipocyte cell suspension was passed 621 








described by  (1). EHD2 cKO adipocytes were  transfected with Cre  recombinase‐EGFP by using adeno‐630 
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with  the  first  antibody  diluted  in  blocking  buffer.  After washing with  PBS/1%Tween,  the  secondary 658 
antibody was applied for 2 h at room temperature. After completion of the staining, the sections were 659 
washed carefully and embedded in ImmoMount. The stained sections were analyzed with Zeiss LSM700 660 
microscope  provided with  Zeiss  objectives  5,  10,  20,  40  and  63x.  The  obtained  images were  further 661 
investigated by ZEN software and ImageJ/Fij.  662 
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Transfection  and  siRNA  knockdown.  Cultivated MEFs were  transfected with  the  following  plasmids 663 
pEHD2‐EGFP,  pEHD2‐deltaN‐EGFP,  pEHD2‐deltaEH‐EGFP,  pEHD2‐deltaN‐EH‐EGFP,  pEHD2‐F322A‐EGFP, 664 
pEHD2‐F122A‐EGFP, pCav1‐EGFP  (provided  from R.L.), pGFP‐Dyn2‐K44A  (provided  from M.L., addgene 665 
#22301)  or  pEGFP  by  lipofectamine  3000  (Invitrogen)  accordingly  to  the  manufacture’s  protocol. 666 
Transfected cells were  incubated  for 48 h and afterwards  the  treated cells were analyzed by confocal 667 











fibronectin  coated  cover  slips  (25 mm  diameter).  Samples were mounted  in  Attofluor  Cell  Chamber 679 
(Thermo) in a physiological buffer (130 mM NaCl, 4 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4‐H2O, 25 mM NaHCO3, 10 680 
mM glucose, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, pH 7.3, 305‐315 mOsm/kg).  681 
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(Promega).  T7  and  sp6  polymerases  were  used  to  generate  Ehd2‐sense  and  antisense  probes, 711 











protein  level  rabbit‐anti‐EHD2  (1:2,000) was  applied over night  at 4  °C. After washing with  TBST  the 723 
secondary  antibody  goat‐anti‐rabbit‐HRP was  added  to  the membrane  for 2 h  at  room  temperature. 724 
Detection of EHD2 bands results from ECL detection solution and intensities were obtained by ChemiDoc 725 
XRS (Biorad).  726 
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adiponectin,  insulin  or  free  fatty  acids  blood  was  taken  from  EHD2  del/+  and  EHD2  del/del  mice 732 
immediately  after  cervical dislocation. All blood  samples were  taken  at 10.00  am. Briefly, mice were 733 
opened and the thorax was partly removed to get access to the left heart ventricle, a cannula was inserted 734 
and  blood  samples  were  taken.  After  short  centrifugation  at  high  speed,  the  plasma  fraction  was 735 
transferred to a fresh tube and snap frozen in liquid nitrogen. The following assays were used to measure 736 
the described blood plasma markers: Plasma insulin levels were measured by Mouse Ultrasensitive Insulin 737 
ELISA  (80‐INSMSU‐E10,  Alpco).  Plasma  adiponectin  and  leptin  levels  were  measured  by  Mouse 738 
Adiponectin/Acrp30  (DY1119) and Mouse/Rat Leptin  (MOB00) ELISA kits  (R&D Systems). Plasma  lipids 739 
were quantified with commercially available kits: cholesterol (Cholesterol liquicolour colorimetric assay, 740 
Human, Wiesbaden, Germany),  triglycerides/glycerol  (Triglyceride/Glycerol Calorimetric Assay,  Sigma) 741 
and  non‐esterified  fatty  acids  (Wako  Chemicals).  All  measurements  were  done  according  to 742 
manufacturers’ recommendations. 743 
Fatty  acid  uptake  assay.  EHD2  del/+  and  EHD2  del/del  pre‐adipocytes were  seeded  in  6‐well  plates 744 
(100.000 cells/well) and differentiated  in mature adipocytes as described above. The fatty acid uptake 745 
assay was performed as described elsewhere (5). Briefly, after 5 days of differentiation, adipocytes were 746 










any positive  fatty  acid uptake,  all unstained  cells were  removed  resulting  in  an only positive  stained 757 
population (R1, illustrated in red in Fig. 2F). Within this R1 population adipocytes with strongly increased 758 
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fatty  acid  uptake  assay.  However,  after  starvation  200  µM  2‐NBDG  (2‐deoxy‐2‐[(7‐nitro‐2,1,3‐767 




Gene  expression  analysis.  EHD2  del/+  and  EHD2  del/del  adipocytes were  differentiated  for  5  days, 772 
washed twice with ice‐cold PBS and RNA was isolated accordingly to the Qiagen protocol (RNeasy Mini 773 
Kit,  Qiagen).  SuperscriptIII  First  Strand  Synthesis  Kit  (Invitrogen  #18080051)  was  used  to  obtain 774 
corresponding cDNA, which then was used for real‐time PCR. Gene expression  levels were analyzed by 775 
GoTaq q‐PCR (Promega, #A6001) Master Mix in Fast real time PCR cycler (Applied Biosystems) accordingly 776 





Leukemia  Virus  Reverse  Transcriptase  (M‐MLV  RT,  Promega)  according  to  manufacturer’s 782 
recommendations. Expression of mRNA was determined by quantitative real‐time PCR on LightCycler 480 783 
II/384  (Roche, Rotkreuz,  Switzerland) using GoTaq Probe qPCR Master Mix  (Promega, Madison, USA) 784 
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Actb  Left  primer:  TACGACCAGAGGCATACAG,  Right  primer:  GCCAACCGTGAAAAGATGAC,  Probe: 787 
TTGAGACCTTCAACACCCCAGCCA,  Eef2  (Integrated  DNA  Technologies)  Left  primer: 788 
CACAATCAAATCCACCGCCA,  Right  primer:  TGAGGTTGATGAGGAAGCCC,  Probe: 789 
TAAGCAGAGCAAGGATGGCT,  Ehd2  (UPL, Roche)  Left  primer:  CAGCTGGAGCACCACATCT, Right  primer: 790 
TCATGTGCCATCAACAGCTC, UPL probe: #80 791 
Lipid composition. The measurement of lipid amount and its composition in tissue samples or cells were 792 





otherwise  Mann‐Withney‐Rank‐Sum  (two‐tailed  P‐value)  test  was  used  to  calculate  the  significant 798 
difference between two groups. Two‐way‐Anova tests were used to investigate LD size after CD36 siRNA 799 
knockdown, whereby for EHD2 wt and KO MEFs each CD36 siRNA#1‐3 treated cells were compared to 800 





n  represents  the  number  of  mice/patients  which  were  used  (Fig.  1,  3,  6,  S1‐5)  and  all  analyzed 806 
cryo/paraffin  sections  or  caveolae  are  also  indicated  (e.g.:  n  =  80  caveolae/3 mice).  In  cell  culture 807 
experiments (Fig. 2, 4, 5, S4‐7), n represents the number of investigated events (e.g.: lipid droplet area) 808 
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observed  by  TIRF  live  imaging.  Re‐expression  of  EHD2  in  EHD2  del/del  MEFs  strongly  reduced  the 826 
dynamics of caveolae.  827 
   828 
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